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摘 要 : 目的 : 基于 液 质 联 用 的 串联 质谱 技术 ， 建 立 基 于 完整 糖 肽 水 平 的 抗体 药 糖 型 定性 定 
量 分 析 方 法 ， 并 用 于 生物 仿制 药 糖 型 研究 。 方 法 : 基于 液 相 色谱 质谱 技术 ， 从 完整 糖 肽 水 平 
对 糖 型 进行 定性 定量 分 析 ， 同 时 与 传统 超 高 效 液 相 荧光 检测 (Ultra Performance Liquid 
Chromatography_Fluorescence detection，UPLC-FLR) 结果 比较 ， 获 得 最 优 分 析 策 略 ， 并 
用 于 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 批 次 间 糖 型 定性 定量 分 析 。 结 果 : UPLC-FLR 方法 定量 分 析 了 贝 伐 单 
抗 7 种 糖 型 ; 液 质 联 用 方法 定量 19 种 糖 型 ; 经 亲 水 相互 作用 色谱 (Hydrophilic interaction 
chromatography，HILIC) 富 集 后 ， 定 量 22 种 糖 型 。 曲 妥 珠 单 抗 仿制 间 糖 型 定量 结果 
显示 良好 的 一 致 性 。 结 论 : 基于 液 质 联 用 的 方法 ， 有 具有 速度 快 、 灵 敏 度 高 、 检 测 糖 型 种 类 多 
等 优势 ， 有 望 作 为 一 种 稳定 的 抗体 药物 糖 蛋白 位 点 特异 ， yy 
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Abstract Objective: To establish a qualitative and quantitative method for the determination of 
antibody glycosylation from the level of intact glycopeptides based on LC/MS, and to apply it to 


qualitative and quantitative analysis of biomimetic drugs. Methods: The qualitative and 
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quantitative analysis of glycoforms was carried out from the level of intact glycopeptides, and 
compared with the results from UPLC-FLR, the traditional glycan analysis approach. The optimal 
analysis Strategy was established and used for the analysis of N-glycans on antibody biosimilars. 
Result: The UPLC-FLR methods obtained the quantitative result of seven glycoforms from 
bevacizumab; While the method of mass spectrometry quantified 19 glycoforms. After enrichment 
by hydrophilic interaction chromatography (HILIC), 22 glycan forms were quantified. The 
quantitative results of the glycosylation mass of the trastuzumab showed good agreement. 
Conclusion: Based on the method of LC / MS, it has the advantages of fast speed, high 
sensitivity and high detection of glycoforms, and it is expected to be a stable quantitative strategy 
for site - specific glycosylation analysis of biopharmaceuticals. 


Key words UPLC-FLR; LC/MS; Antibody drugs; Intact glycopeptides quantification 


1 引言 

近年 来 , 生物 医药 产业 在 全 球 医 药 市 场 份额 中 所 占 的 比重 越 来 越 大 , 从 2006 
年 占 比 仅 14% 上 升 到 2013 年 占 比 23%， 预 计 到 2020 年 占 比 将 超过 1/4， 真 正 迎 
来 生物 技术 药物 蓬勃 发 展 的 时 代 "。 生物 技 术 药 物 , 例如 单 克隆 抗体 、 融 合 蛋 白 、 
生长 因子 、 酶 和 激素 等 。 这 些 药 物 的 出 现 为 心血 管 疾病 、 自 身 免 疫 性 疾病 ， 尤 其 
是 癌症 等 重大 疾病 的 治疗 提供 了 更 多 的 可 能 。 

糖 基 化 修饰 是 最 复杂 的 翻译 后 修饰 类 型 之 一 , 生物 技术 药物 大 多 含有 不 同比 
例 的 糖 链 组 成 , 大量 的 研究 报道 表明 : 蛋白质 糖 基 化 修饰 多 方面 影响 着 糖 重 白 药 
物 ， 包 括 其 稳定 性 、 体 内 清除 率 、 免 疫 原 性 、 抗 体 依赖 细胞 毒性 、 补 体 依赖 细胞 
毒性 等 ， 从 而 影响 着 药物 的 临床 疗效 ”"。N- 糖 基 化 修饰 的 一 致 性 是 确保 生物 技术 
药物 治疗 有 效 性 和 安全 性 的 关键 因素 ， 而 获得 一 致 的 N- 糖 基 化 修饰 对 于 生物 制 
药 行业 来 说 是 巨大 的 工艺 挑战 。 因 此 ， 对 于 不 同 批 次 之 间 生 物 技 术 药物 N- 糖 基 
化 修饰 的 检测 是 至 关 重 要 的 。 为 此 ， 美 国 食品 药品 管理 局 (U.S. Food and Drug 
Administration，FDA) 和 欧洲 药品 管理 局 (European Medicines Agency，EMA) 
也 明确 规定 对 于 生物 技术 药物 要 进行 全 面 分 析 表 征 , 各 监管 机 构 提 交 的 药学 研究 
材料 中 也 要 包含 蛋白 药物 的 氨基 酸 序列 、 二 硫 键 、 翻 译 后 修饰 
(Post-translational modifications，PTMs) 等 尽 可 能 反映 该 药物 理化 性 质 的 
言 息 ”。 因 此 ， 糖 修饰 的 结构 鉴定 与 定量 分 析 ， 在 糖 蛋白 药物 质量 属性 研究 中 ， 
越 来 越 受到 关注 。 

目前 ， 超 高 效 液 相 菊 光 检 测 (CUPLC-FLR) 联合 荧光 标记 〈 如 : 2- 氨 基 茶 甲 酰 
胺 (Anthranilamide，2-AB)、2- 邻 氧 基 茶 甲酸 (2-Ethoxybenzoic acid ，2-AA) 
等 ) 检测 糖 蛋 白药 物 寡 糖 是 生物 制药 行业 糖 基 化 修饰 研究 的 “ 金 标 准 ” 呈 。 该 方 
法 是 用 上 肽 糖苷 F 酶 将 糖 蛋 白 上 的 N- 限 糖 进行 释放 ， 并 用 2-AB 等 交 光 试剂 标记 聚 


糖 还 原 末端 ， 衍 生化 后 的 聚 糖 在 UPLC-FLR 中 产生 荧光 检测 信号 。 该 方法 具有 良 
好 的 稳定 性 ， 被 生物 制药 行业 广泛 应 用 于 抗体 药物 的 糖 型 鉴定 与 定量 分 析 ”。 但 
是 该 方法 周期 长 、 灵 敏 度 和 分 辨 率 都 不 高 ， 且 存在 不 完全 标记 ， 导 致 各 个 实验 室 
得 到 的 结果 差异 也 比较 大 "。 贝 伐 单 抗 是 一 种 人 源 化 重组 单 克隆 抗体 ， 是 美国 第 
一 个 批准 上 市 的 抑制 肿瘤 血管 生成 的 抗体 药物 , 被 FDA 批准 用 于 治疗 转移 性 结肠 
癌 等 ”。 在 本 研究 中 ， 我 们 以 贝 伐 单 抗 为 测试 品 ， 从 糖 肽 水 平 出 发 ， 优 化 建立 糖 
肽 高 灵敏 度 、 全 履 盖 的 定性 定量 分 析 技 术 流程 ， 并 同时 重复 了 奖 光 标记 鉴定 和 定 
量 N- 聚 糖 的 方法 。 结 果 显 示 ， 糖 肽 的 质谱 分 析 方 法 在 单元 隆 抗体 糖 修饰 结构 分 
析 中 明显 优 于 芝 光 检测 的 结果 。 运用 以 上 建立 的 完整 糖 肘 分析 方法 , 我 们 对 三 个 
批 次 的 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 进行 了 糖 型 的 定性 与 定量 分 析 。 


2 材料 与 方法 
2.1 材料 
2.1.1 试剂 

贝 伐 单 抗 〈 罗 氏 ， 批 号 H0139B06)， 三 批 次 曲 妥 珠 单 抗 来 自 合作 研究 公司 ， 
尿素 (Urea), Tris-Hcl, 二 硫 苏 糖 醇 (DTT), 碘 乙 酰胺 CIAA), 碳酸 毛 匀 (NH4HC03)， 
氧化 钠 (NaC1)， 三 氟 乙 酸 (TFA)， 甲 酸 (FA)，HPLC 级 乙 膊 ， 冰 醋酸 ，DMS0， 
2-AB 菊 光 标记 试剂 ， 握 基础 氢化 钠 ， 甲 酸 匀 ， 肽 糖苷 F 酶 (3000) 等 均 购 于 
Sigma-Aldrich 公司 ; HILIC 填料 购 于 天 津 博 纳 艾 杰 尔 公司 ; 超 纯 水 ; 测序 级 胰 
蛋白酶 购 于 Promega 公司 , 30kD 超 滤 管 购 于 Millipore 公司 ; C8 膜 购 于 3M 公司 ， 
Dextran Ladder 购 于 Waters 公司 。 
2.1.2 仪器 

Q-Exactive HF 质谱 仪 ，Easy-nano LC 1200 液 相 系统 均 为 Thermo Fisher 
公司 ，DNA 混 悬 仪 〈 宁 波 新 芝 )， 色 谱 柱 (ACQUITY UPLC BEH Glycan Column 2. 1 
XI150mm，1.7nhm)，ACQUITY UPLC H-Class 液 相 系统 均 为 Waters 公司 。 
2. 2 方法 
2.2.1 FASP 蛋白酶 解 

等 量 取 3 份 贝 伐 单 抗 或 3 批 次 曲 受 珠 仿制 药 蛋 白质 (各 100 un g)， 加 入 变性 
剂 8M UA (8M 尿素 溶 于 0. 1M 的 Tris-Hcl，pH8.5) 补 齐 至 500 n 1， 全 部 转移 至 
30kD 超 滤 管 ，14000g， 离 心 20min， 以 替换 样品 贮存 液 。 加 入 100 p11 DTT ( 浓 
度 20mM， 溶 于 8MUA)，37"” 人 恒温 培养 条 孵育 4h。 取 出 ，14000g， 离 心 15min 后 ， 
加 入 100n1IAA( 浓 度 50mM, 溶 于 8MUA), 暗 处 反应 30min。14000g, 离心 15min， 
再 次 加 入 100n1l DTT (浓度 20mM， 溶 于 8M UA)， 蜡 处 反应 15min， 以 中 和 多 余 
的 IAA。14000g， 离 心 15min， 加 入 200 h 1 ABC ( 终 浓度 50mM NH4HC03， 溶 于 纯 
水 ，pH8. 0) 清洗 ，14000g， 离 心 15min， 并 重复 此 步骤 一 次 。 更 换 新 套 管 ， 按 
照 酶 : 蛋白 =1: 50, 每 管 加 入 2 ug 胰 蛋 白 酶 , 加 入 终 浓度 lmM 的 NaCl, 放 入 37” 
恒温 培养 箱 反应 过 夜 (>12h)。 取 出 ，14000g， 离 心 15min， 回 收 液体 ， 依 次 加 
入 200 n1 ABC 和 超 纯 水 ，14000g， 离 心 15min， 回 收 液体 并 合并 ， 放 入 真空 浓 


缩 蒸 发 仪 热 干 ， 放 入 -80” 冻 存 待 用 。 
2. 2.2 蛋白 聚 糖 的 释放 

等 量 取 3 份 贝 伐 单 抗 样品 441 (100 ng)， 步 又 同 FASP 蛋白酶 解 方 法 ， 按 
照 酶 :蛋白 =1: 20， 每 管 加 入 5U PNGase F 酶 ， 加 入 终 浓 度 0. 1% 的 RapiGest， 
以 促进 酶 切 反 应 ， 稳 定 酶 切 反 应 体系 ， 放 入 37” 恒 温 培 养 箱 反应 过 夜 (>12h)。 
取出 ，14000g， 离心 15min， 回 收 液体 ,依次 加 入 200 bn 1 ABC 和 超 纯 水 ，14000g， 
离心 15min， 回 收 液 体 并 合并 ， 放 入 真空 浓缩 蒸发 仪 热 干 ， 放 入 -80” 冻 存 待 用 。 
2. 2. 3 糖 肽 或 聚 糖 富 集 

称 取 5mg HILIC 填料 于 离心 管 ， 加 入 适量 体积 0. 1%TFA， 放 置 于 DNA 混 悬 仪 
上 慢 速 摇动 15min 后 取 下 离心 管 , 在 掌上 离心 机 上 短暂 离心 , 用 移 液 枪 吸 除 上 层 
液体 (避免 吸入 下 层 HILIC 填料 )， 再 加 入 BBH (80: 20: 0. 2= 乙 且 : 双 蒸 水 : 
TFA)， 放 置 于 DNA 混 悬 仪 上 慢 摇 15min， 并 重复 此 步骤 3 次 ; 将 用 BBH 复 溶 的 酶 
切 样品 用 移 液 枪 转移 至 含有 填料 的 离心 管 中 ， 放置 于 DNA 混 悬 仪 上 慢 速 摇动 2h， 
让 填料 与 样品 充分 结合 ;将 悬浮 有 HILIC 填料 的 混合 液 利用 移 液 枪 加 入 到 填 有 
C8 算 板 的 枪 头 中 ， 利 用 注射 器 将 上 层 游 液 打下 ， 从 而 使 糖 肽 保留 在 HILIC 小 柱 
上 ; 加 入 BBH 的 溶液 清洗 HLIC 上 非特 异性 吸附 的 非 极 性 肽 段 ， 重 复 2 次 ; 再 用 
80 1 0.1%TFA 洗 脱 糖 肽 2 次 ， 合 并 热 干 ， 于 -80'C 冻 存 竺 用 。 
2. 2.4 蛋白 聚 糖 的 2-AB 荧光 标记 

称 取 5mg 2-AB 标记 试剂 ， 另 称 取 6mg 氰 基 硼 氧化 钠 ( 还 原 剂 )， 用 移 液 枪 量 
取 15041 冰 醋酸 加 入 350 n 1 DMS0, 震荡 以 充分 混合 。 取出 100 un 1 冰 醋 酸 /DMS0 
混合 溶液 加 入 称 取 好 的 2-AB 标记 试剂 中 ， 混 合 涡 旋 ， 使 其 充分 溶解 ， 再 将 该 混 
合 溶 液 全 部 转移 至 称 取 好 的 氰 基 硼 氨 化 钠 中 ,混合 至 完全 溶解 。 取 富 集 后 的 热 干 
样本 ， 每 个 样本 加 入 20 bn1 配制 好 的 标记 试剂 ,混合 涡 旋 ， 使 样本 充分 溶解 ， 封 
口 膜 封 口 ，65C 金 属 浴 孵 育 样本 3h， 全 程 避 光 。 灸 育 完成 后 将 样本 进行 HILIC 
富 集 ， 步 又 同 糖 肽 富 集 方法 。 
2. 2.5 糖 肽 质谱 检测 

取 酶 解 样 本 ， 溶 解 于 A 液 (99. 9%H20/0. 1%FA)，14000g 离心 10min， 取 上 清 
通过 Easy nano-LC 1200 结合 Q-Exactive HF 质谱 仪 进 行 分 析 。 色 谱 条 件 : 色 
谱 柱 : ReproSil-Pur C18-AQ， 填 料 粒 径 :1. 9um; 毛细 管 柱 内 径 : 150um， 长 度 : 
12cm。 流 动 相 : A: 99. 9% H20+0. 1%FA; B: 80%ACN+19. 9% H20 + 0. 1%FA。 流 
速 : 600n1/min; 洗 脱 条 件 : 0-5min，5%-12%B; 5-34min，12-24%B; 34-4lmin， 
24-42%B; 41-42min, 42-95%B; 95%B 维持 4min。 质谱 条 件 : 数据 采集 时 间 : 75min， 
喷雾 电压 〈spray voltage): 1. 95KV; 离子 传输 管 温度 : ”320'C; 碰撞 能 量 : 32; 
采集 质量 范围 : 300-2000Da;， 采集 数据 依赖 的 正 离子 模式 ， 在 全 扫描 中 选择 20 
个 信号 最 强 的 离子 进行 串联 质谱 分 析 ， 动 态 排 除 时 间 12s; 质谱 数据 以 raw 文件 
保存 。 
2. 2.6 聚 糖 UPLC 荧光 检测 

配制 流动 相 A: ”50mM 甲酸 铵 溶液 ，PH=4.4 和 LC-MS 级 水 ; 流动 相 B: 100% 
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乙 且 ， 色 谱 柱 为 ， ACQUITY UPLC BEH Glycan Colum 2. 1X150mm，1.7 um 设置 
柱 温 : 40. 0C;， 样品 温度 : 10. 0'C， 最 大 耐 受 压力 范围 (psi): 0~15000; FLR 
波长 : EX 330/EM 420 nm; FLR 采样 速率 ， 10Hz; 用 乙 有 睛 和 双 蒸 水 〈 乙 且 : 水 =60: 
40) 混合 溶液 10n 1 溶解 热 干 样本 ， 上 样 5n 1。 洗 脱 梯度 为 : 0-2. 06min，70%B， 
流速 0. 4ml/min; 2. 06-34. 8min，70%-53%B， 流 速 0. 4ml/min; 34. 8-36min， 
53%-20%B， 流 速 0. 25ml/min; 36-39min，20%B， 流 速 0. 25ml/min; 39-40min， 
20%-70%B， 流 速 0. 4ml/min; 40-45min，70%B， 流 速 0. 4ml/min。 
3 结果 与 讨论 
3. 1 实验 设计 方案 

在 本 次 实验 中 , 我 们 首先 重复 了 抗体 糖 型 UPLC 荧光 检测 的 方法 。 另 一 方面 ， 
将 样品 进行 胰 和 蛋白 酶 (Trypsin) 酶 解 ， 直 接 进入 质谱 检测 ， 或 者 将 酶 解 肽 段 经 
HILIC 富 集 后 进入 质谱 检测 ， 进 行 数据 处 理 后 ， 从 完整 糖 肽 水 平 ， 对 贝 伐 单 抗 进 
行 糖 型 的 鉴定 与 定量 〈 图 1)。 通 过 实验 线路 图 可 以 看 到 : (1) 将 样品 直接 酶 切 
成 肽 段 送 入 质谱 检测 所 需 样本 初始 量 及 上 样 量 均 低 于 UPLC 荧光 检测 的 方法 ; (2) 
UPLC 荧光 检测 的 方法 用 时 明显 较 长 ; (3) UPLC 荧光 检测 的 方法 前 处 理 步骤 多 ， 
极端 的 标记 环境 可 能 造成 样品 修饰 不 完全 ， 从 而 影响 实验 结果 。 


贝 伐 单 抗 (100ng) 贝 伐 单 抗 (400ng) 
FASP 酶 切 ，Trypsin 酶 FASP 酶 切 ，Trypsin 酶 FASP 酶 切 ，PNGase-F 
解 肽 段 (24h) 解 肽 段 〈24h) 释放 聚 糖 (24h) 
LC-WMS 检 测 〈 每 个 样品 
46min, 上 样 量 500ng) 


LC-MS 检 测 〈 每 个 样品 
46min, 上 样 量 100ng) 


图 1、 实验 线路 图 


Figl. Experimental design 


3. 2 糖 型 鉴定 及 其 定量 结果 
利用 UPLC 荧光 检测 方法 鉴定 到 的 贝 伐 单 抗 的 糖 型 及 定量 结果 (图 2、4)， 
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与 网 络 公 布 的 贝 伐 单 抗 药物 总 结 验证 报告 -和 Waters 公司 验证 UPLC 方 法 所 检测 
到 的 糖 型 定量 结果 一 致 。 针 对 串联 质谱 分 析 结 果 , 我 们 对 鉴定 到 的 每 种 糖 型 提取 
二 级 图 谱 进行 手工 解析 〈 图 3); 通过 将 贝 伐 单 抗 经 Trypsin 酶 解 后 直接 进行 质 
谱 检 测 和 经 过 HILIC 富 集 之 后 的 糖 肽 进行 质谱 检测 ， 所 鉴定 的 N- 聚 糖 定量 分 布 
图 可 以 看 到 (图 5、6)， 糖 肽 水 平 上 可 鉴定 到 的 糖 型 明显 多 于 UPLC-FLR 法 ， 可 
以 实现 低 丰 度 糖 型 的 定量 , 并 检测 到 含 唾液 酸 的 糖 型 ; 而 经 过 HILIC 富 集 之 后 鉴 
定 到 的 糖 型 结果 较 富 集 前 更 为 丰富 ,可 以 鉴定 到 更 多 低 丰 度 的 糖 型 ， 并 实现 定量 
分 析 。 说 明 亲 水 富 集 提高 了 N- 聚 糖 的 检测 效率 。 在 完整 糖 肽 水 平 鉴定 到 的 糖 型 
要 多 于 糖 链 水 平 ， 且 亲 水 富 集 对 于 更 多 低 丰 度 糖 型 的 检测 是 有 很 大 助 益 的 (图 
7)。 比 较 三 种 方法 鉴定 到 的 具体 糖 型 及 其 定量 结果 ( 表 1)， 可 以 看 到 ，HN4H3F1、 
HN4H4F1 为 贝 伐 单 抗 最 主要 的 两 种 糖 型 ， 在 所 有 糖 型 所 占 比 例 中 高 达 90% 以 上 。 


图 2、 贝 伐 单 抗 N- 聚 糖 欧 光标 记 色 谱 图 


Fig2. Chromatograms of N-glycans from Bevacizumab after fluorescent labeling 


三 : Bevacizumab Summary Validation Report February 28, 2014 


: htp: //www.prozyme.com/GlykoPrep. 
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图 3、 贝 伐 单 抗 N- 糖 肽 HN4H3F1_EEQYNSTYR 二 级 谱 图 解析 
Fig3. MS/MS spectrum of glycopeptide HN4H3F1 EEQYNSTYR from Bevacizumab 
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图 4、UPLC-FLR 糖 型 定量 结果 
Fig 4. Quantitative result of glycoforms from UPLC-FLR analysis 
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图 5、Trypsin 酶 切 后 糖 型 定量 结果 


Fig5. Quantitative results of glycoforms after trypsin digestion 


A Kd 
SE oR CR 
RS RS RS x RS EN Re Rs 民 ee & > 心 RN RR Re & & RS 
CE * 
糖 型 


图 6、HILIC 富 集 后 糖 型 定量 结果 
Fig 6. Quantitative results of glycoforms after HILIC enrichment 
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图 7、 三 种 方法 糖 型 鉴定 结果 相关 性 分 析 


Figure 7. Correlative Analysis of three methods for glycoforms identification results 


表 1、 三 种 方法 糖 型 定量 结果 比较 


Table 1. Comparison of three methods for the quantitatiion of glycans 
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糖 型 UPLC-FLR (%) (x+s) Trypsin (%) (x 士 S) HILIC (%) (x+ts) 
HN ”4H ”5F ”1 0.47 土 0. 243 0. 69 士 0. 152 1.01 士 0.035 
HN4H4F1 29. 63 士 0. 091 10. 30 土 0. 027 15. 47 土 0. 016 
HN4H3F1 63. 92 士 0.018 75. 76 土 0. 068 75. 79 土 0. 018 
HN4H3 3.75 土 1. 020 2.47 土 0. 013 1. 42 士 0.003 
HN3H3F1 0. 46 士 1. 25 5. 66 士 0. 761 3. 60 士 0. 411 
HN3H3 0. 19 土 0. 032 0. 49 士 0. 004 0. 086 士 0. 000 
HN2H5 1. 58 土 0. 013 0. 64 士 0.081 0.27 士 0.014 
HN5H4F1 0. 08 士 0. 002 0. 09 士 0. 004 
HN5H4 0. 02 士 0. 040 0. 04 士 0. 001 
HN5H3 0. 14 士 0. 003 0.17 土 0. 008 
HN4H5F1SA ”1 0. 04 士 0.011 0.11 士 0.001 
HN4H4F1SA1 0. 06 士 0. 000 0. 14 士 0. 003 
HN4H4 0. 38 士 0.013 0. 60 士 0. 461 
HN3H6F1SA1 0.01 士 0.001 0. 02 士 0.001 
HN3H6F1 0. 02 士 0. 002 0. 03 士 0. 002 
HN3H4F1 0. 50 士 0. 194 0. 59 士 0. 045 
HN5H3F1 0. 33 士 0.010 
HN4H5F2 0. 01 士 0.006 
HN4H5 0. 11 土 0. 012 


HN3H4 0.03 土 0. 009 
HN2H8 0. 05 士 0. 034 
HN2H6 0. 04 士 0. 100 
HN3H4F1SA1 0. 04 士 0. 003 
HN2H4 0. 02 士 0. 002 
HN2H3 0. 02 士 0. 010 


注释 : (1)HN=HexNAc; (2)H=Hex; (3)F=Fuc; (4)SA=NeuAc. 


3. 3 实验 方法 的 重 现 性 比较 

实验 方法 良好 的 重 现 性 是 保证 定量 结果 可 靠 性 的 前 提 。 所 以 , 我 们 对 三 种 实 
验方 法 分 别 进 行 了 三 次 平行 实验 ， 并 对 结果 进行 分 析 〈 表 2)。 三 种 方法 三 次 平 
行 实验 主要 糖 型 的 定量 结果 CV 值 都 <10%， 说 明定 量 结果 真实 可 靠 ， 三 种 方法 都 
具有 良好 的 重 现 性 。 


表 2、 三 种 方法 平行 实验 RSD 值 比较 


Table 2. Comparison of three methods of parallel experimental RSD values 


UPLC-FLR Trypsin HILIC 
糖 型 

X 士 S RSD% x 土 s RSD% X 士 S RSD% 

AH 5F™1 0. 47 士 0. 02 3.9 0.69 土 0.07 9. 89 1.01 士 0.02 1.79 
HN2H5 1.58 士 0. 09 5.78 0. 64 士 0.03 4.25 0.27 土 0. 02 5. 95 
HN4H4F1 29. 7 土 1. 02 3.44 10. 30 土 0. 76 39 15. 47 士 0. 41 2. 66 
HN3H3 0. 18 士 0. 01 7. 41 0. 49 士 0.01 2 位 0. 09 士 0. 003 3581 
HN4H3 3.75 土 0. 24 6.47 2.47 土 0.15 6.14 1. 42 士 0. 03 2. 43 
HN4H3F1 63. 9+1.25 1..96 75.76 土 1. 08 1.43 75. 80 土 0. 46 0. 61 
HN3H3F1 0. 46 士 0.03 7.07 5.66 土 0. 19 3.43 3.6 土 0. 05 1.26 


注释 : (1) HN=HexNAc; (2) H=Hex; (3) F=Fuc 


3. 4 三 个 批 次 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 糖 型 的 鉴定 与 定量 结果 

运用 液 质 联 用 的 方法 对 三 个 批 次 的 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 糖 型 的 定性 及 定量 结 
果 进 行 比较 分 析 〈 表 3)， 可 以 看 到 直接 酶 切 进入 LC-MS 检测 三 个 批 次 均 鉴 定 到 
16 种 糖 型 ， 而 HILIC 富 集 之 后 ， 三 个 批 次 鉴定 到 的 糖 型 鉴定 到 21 种 糖 型 。 且 从 
表格 中 我 们 可 以 看 到 : 富 集 之 后 能 够 鉴定 到 更 多 低 丰 度 的 糖 型 , 尤其 是 含 唾液 酸 
的 糖 型 .而 此 次 鉴定 到 的 主要 糖 型 与 之 前 文献 中 报道 的 曲 妥 珠 单 抗原 研 药 的 主要 
糖 型 是 一 臻 的。 从 定量 结果 来 看 : HN4H3F1 是 曲 妥 珠 单 抗 的 最 主要 糖 型 ， 三 个 
批 次 定量 结果 都 在 75% 以 上 ,， 批 次 间 的 RSD% 值 <10%; 也 有 少数 低 丰 度 的 糖 型 定量 
差异 较 大 ， 猜 测 与 样品 前 处 理 操 作 或 者 仿制 药 生产 工艺 有 关 。 


| 四 


表 3、 三 个 批 次 间 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 糖 型 定量 结果 比较 


Table 3. Comparison of the quantitative results of the mixture of trastuzumab monoclonal antibody 


between three batches 


Glycoform HILIG Trypsin 


广 上 ,， _ V， 人 人 太 甘 F 
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B006 B007 B008 B006 B007 B008 
HN 4H ”5F 1 0.35 0. 34 0. 36 0. 35 0. 35 0. 62 
3H4F1 0. 43 0. 46 0. 41 0. 39 0. 39 0. 42 
2H5 3. 48 3.83 3. 84 4.70 4.70 5. 67 
4H4F1 7. 20 6.76 7.30 6.55 6. 56 8. 81 
2H6 0. 22 0. 24 0. 23 0.2 0.2 0. 24 
2H4 0.10 0.12 0. 08 0.1 0.1 0. 12 
3H3 0.11 0. 20 0. 06 0. 14 0. 14 0. 17 
4H3 0. 19 0. 27 0. 15 0.1 0.1 0. 14 
4H3F1 80. 00 76. 53 80. 54 79. 43 79. 40 76. 28 
2H7 0. 07 0. 08 0. 06 0.1 0.1 0. 08 
HN2H3 0. 02 0.02 0.01 0. 04 0. 04 0. 03 
2H8 0. 04 0.03 0. 04 0. 05 0. 05 0. 05 
3H3F1 6. 48 7. 05 5. 99 7. 45 7. 47 6. 94 
5H3F1 0. 42 0. 38 0. 38 0. 22 0. 22 0. 24 
3H5F1 0. 04 0. 04 0. 03 0. 05 0. 05 0. 05 
5H4F1 0. 08 0.07 0. 07 0. 08 0. 08 0:12 
4H4F1SA ”1 0. 20 0. 13 0. 12 
4H5F1SA1 0. 09 0. 06 0. 05 
3H4F1SA1 0.11 0. 08 0. 06 
4H4 0. 28 3. 26 0. 15 
而 5H3 0.09 0.05 0.05 


注释 : (1)HN=HexNAc; (2)H=Hex; (3)F=Fuc; (4) SA=NeuAc. 


4 结论 

由 上 述 结果 ,我 们 比较 了 不 同方 法 ， 用 于 贝 伐 单 抗 糖 链 的 定量 分 析 。 基 于 和 蛋 
© 白 酶 消化 和 LC-MS 分 析 ， 我 们 检测 并 定量 了 贝 伐 单 抗 19 种 糖 型 ， 曲 妥 珠 单 抗 仿 
二 制药 16 种 糖 型 ;而 经 亲 水 富 集 后 ,我 们 检测 到 了 贝 伐 单 抗 22 种 糖 型 ， 曲 妥 珠 单 
二 抗 仿制 药 21 种 糖 型 ， 说 明 亲 水 富 集 对 于 糖 型 的 鉴定 有 很 大 助 益 。HILIC 富 集 原 
理 是 水 -水 溶性 有 机 溶剂 混合 物 为 流动 相 ， 亲 水 作用 材料 表面 吸附 水 分 子 形成 富 
水 层 , 分 析 物 中 的 亲 水 成 分 会 浓缩 在 所 形成 的 富 水 层 中 , 政 水 成 分 留 在 高 合 量 有 
机 溶剂 的 流动 相 中 。 由 于 糖 肽 相对 非 糖 肽 具有 更 强 亲 水 性 , 使 其 更 易 保留 在 亲 水 
材料 上 ， 从 而 达到 富 集 目的 ， 且 不 会 对 糖 链 结 构造 成 破坏 。 经 HILIC 富 集 去 除了 
非 糖 肽 的 干扰 , 更 有 利于 低 丰 度 糖 型 的 检测 。 本 次 实验 利用 建立 的 LC-MS 分 析 方 
法 ， 比 较 了 不 同 批 次 曲 妥 珠 单 抗 仿制 药 N- 糖 基 化 修饰 的 一 致 性 ， 从 而 用 于 评价 
生产 工艺 的 稳定 性 。 该 方法 快速 简便 、 稳 定 高 效 ， 经 济 实惠 、 重 现 性 好 ， 适 用 于 
市 场 上 各 种 抗体 药物 糖 基 化 修饰 的 检测 。 相 较 于 传统 的 UPLC-FLR 检测 方法 ， 不 
仅 能 够 对 高 丰 度 糖 型 进行 更 加 准确 的 定性 、 定 量 ; 并 且 能 够 鉴定 到 更 多 低 丰 度 糖 
型 。 

本 次 实验 使 用 的 贝 伐 单 抗 样品 为 药 用 级 , 符合 药典 对 于 生物 技术 类 药物 的 质 
量 标准 中 要 求 ， 纯 度 很 高 ， 另 外 ， 贝 伐 单 抗 为 单 克 隆 抗 体 ， 只 含有 一 个 糖 基 化 修 
饰 肽 段 (EEQYNSTYR)， 在 lmin 内 完全 出 峰 ， 可 以 判定 所 得 糖 型 结果 不 是 由 其 他 


杂质 或 污染 物产 生 的 , 如 杨 其 原 ”实验 室 在 最 近 发 表 的 文章 中 也 指出 同一 个 完整 
入 欣 上 所 有 糖 型 出 峰 时 间 基本 是 一 致 的 。 本 研究 所 建立 的 方法 不 需要 标准 品 作为 
参照 ， 实 验 周期 短 ， 步 骤 简 单 ， 可 以 直接 对 糖 蛋 白 样 品 进行 定性 、 定 量 分 析 。 但 
ee 
如 Hex(4)HexNAc (4) Fuc(1) ， 其 外 围 半 乳糖 可 能 连接 在 双 天 线 糖 的 1，3 或 1， 

天 线 上 , 利用 其 同 分 异 构 体 在 超 高 效 液 相 上 的 保留 时 间 不 同 ， 从 而 对 其 
定量 。 但 是 从 糖 肽 水 平 进行 质谱 鉴定 的 方法 尚 不 可 做 到 这 点 , 这 也 是 该 方法 需要 
进一步 改进 的 关键 。 
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